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村田希久・ 宮本悌次郎
THE STUDY OF THE MICROBIOLOGICAL ASSAY OF 
VlTAMIN B12 WITH LACTOBACILLUS LEICHMANNlI 
By KIKU MURATA AND TEIJIRO MIYA1¥10TO 
Lactobacillus leichmamtiiによる VitaminBl:! (以下BH)定訟法としてはl況に多くの報告
があり，米国薬局法刊にも指定され， 米国薬局法について更に検討している報告もある。山務者等
は先に Thompsonωの培地を11心にして検討した結果を報告じりしたが，乙の方法においては闘の住
育は若干米国薬局法よりおとるが災用上充分であり，13.前培養， 菌の接種等の~作が極めて簡l]l.で
あるのでとの前培養の方法とその培地組成l乙関する検討結果に併せ，長期保得後の DifcoBl:! 
Assay Medium活性化1乙則する研究の品占拠を も報告する。
実 験
I 菌株の保存と操作
菌株は1954年 MerckCo. & Inc.から分与され， その後当研究室に於て柏えつぎ， 保事して
いる L.leichlll{llOJii ATCC 4797を用いた。
保存，前培養，定量等全ての昂作は特に記載のある場合を除いて前報向と同畿にした。
E 前犠養の影響
1. 市販の脱脂粉乳と DifcoLitmus Milkとの比較
市販の脱脂扮乳κ約5%のリトマスを紛砕して加え， よく混和したものを作り，ζれと Difco
Litmus Milkとを比較した。 即ち ζの両者を用いて，各々前報と同じ操作で LitmusMilk厳
(以下LM)及び TryptoseMiJk液 (Trypt白 eは Difcoの RactoTryptose) (以下"rM)を
作り， LM IL24時間熔養後， TM ILうつして24時間培養し，更に次の TMICうつして培養し，
Tbompsonの定量培地に接種し.40時間応義し額詐rli線を作って比較した結果を第1図iζ示す。
結果はむしろ市販紛乳から調整した 6のを用いた万が幾分優れているので以下は主に市販t}乳で調
整した前地養培地を用いた。
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2. Tryptose Milk液の世代数と接種菌量
について
LMより TM1<:うつした 1代目， 2代目及び3代
田のものを夫々 O.lml及び 0.3mlをとって 100m!
の生理的食臨水l乙懸制し，その l滴づつを定量培地
にうえで18時間及び401時間培養して標準曲線を作り
比較した結果を第1表lζ示す。この結果TMl-3
代の聞に大差なく，叉O.lml懸簡と 0.3ml懸測で
はl8時間培養では少し差が認められるが，40時間培
養では殆んど差がないので，ζの聞のいづれのTM
を用いても よく， 40時間培養では接種菌量にも影響
されないことを認めた。
第 1図 前培養Ki'h版I出)J旨粉乳と Difco
のLitmusMilkぞ用いた場合の比較
tH 1表前培養 TryproseMilkの
代数と接種菌液量の掠準山
総K及ぼす影響
自 定量培地の検討
1. Vitamin Br，群の
影響
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mtfム 前略前培養前培養酬養前峨白防護問 1 1代FI 2代|三I 3代目 1代目 2代目 3代長i
0.000 100 100 100 100 100 100 
18 0.010 93 96 97 93 97 97 
時 0.025 89 91 91 号4 92 91 
l尚
0.050 84 85 8.1 79 88 86 
0.100 80 79 77 72 80 80 
0 01ー叩21α似5日1 
100 100 100 100 100 100 
40 O. 90 90 92 88 90 93 
時 O. 73 80 78 71 79 80 
閲 O. 64 69 67 
62 67 67 
O. 55 57 58 54 56 57 
2. Gysteine及び Cystineの影響
Cysteine液は保存中よく Cystineとなって不溶性となることがある。 ζの様な原液をそのま
ま使う ζ とが如何なる影響を及ぼすかをみる為に鈴3図の如く培地中の Cysteine量をかえ，また
これを Cystine におきかえて政準山~~ji/i?求めた。この結果 Cysteineがなければ菌の正長は非常
に劣り，また Cysteineを標準記の5倍加える と一層良好な結果が得られたが，10倍加えても 5倍
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第2図 B(J群の Thompsonmedium 
えの;影響
1 Pyridoxine 1 Pyridoxine 
+Pyridoxal (探準)I Pyridoxine 
+Pyridoxal +Pyridoxamine 
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部 3図 Cysteine(A)及び Cystine
(B)のThompsonmedium Ir.及ぼす
影拷
1 A 0 mg， B 0 mg; 1 A 20 mg， 
B 0 mg (原準)
I A lOOmg， B 0 mg 
r A l00mg， B lOOmg及びA 0 mg， 
B lOOmg 
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のものと大差なし更にとれを CystineIr.かえて
も変りなかったので乙れ等の効果は主としてアミノ
酸としてであって酸化還元自主位等に関係していない
と考えられた。
3. Ascorbic Acid. Fumalic Acid及び
Tomato Juiceの影響
米国務局方 XJVIとは TomatoJuice (以下
T])を用いているが，米国薬局方 XJV ILはTJを
用いず， また Thompson の培地には TJの代り
に Ascorblc Acid (以下AA)とと色lζ.Fumalic 
Acid (以下 FA)を用いているので乙れ等について
比較検討した。その結巣は第4図に示すが，(T]の
添加担は倍濃度培地100ml当り 60mlとした)AA 
は生長に非常に良好な効果を示すが.FA はそれだ
けで'は始んど効果を示さなかった。 AAはぼほ TJ
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第4図 AscorbicAcid (AA). Fumalic 
acid (FA)及ぴ Tomato juice (TJ)の
Thompson medium Ir.及ぼす影響
I (AAー ，FAー ，TJー )及び (AAー，FA+，
TJ一) I (AA-， FA+， TJ+) I (AA+， 
FAー ，TJ+)， (AAー ，FA-，TJ+)及び (A
A+，FAー ，TJー ) N (AA+，FA+， TJ-) 
J主び(AA+，FA+，TJ+) 
の代用をし， TJ!ζ加え更に AAを加えても TJ以上の効果を示さなかった。また TJIr. FAを加
える時は FAはむしろ前の生長を抑制するζとが認められ，一方T]とAAとFAを同時lζ加える
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時はAAと FA添加の場合とほぼ等しい摂判長曲線が得られた。
次に AAí立を概~(lの 5 倍， 即ち ， 2倍般度t宮地 100ml当り lOOOmgIL噌大じたが，その結果は
第5図に示す如くでelJi準よ りやや良好であった。 ζれ等の乙とから AAを加えるならばTJを加え
る必要はなし 一方FAはAAとと もに加えた方がよいと云える。
1v Difco B12 Assay Mediumの検討
長期間保存された DifcoのBactoB12 Assay Medium IL KCN を加えたfごけでは定量菌の生
長が著しく劣る場合がある。 ζれを改良するため
IL TJ， FA， AA， Pyridoxal， Cysteine等を添
加検討した。ζの倍地の作り方は前報と同じであ
るが，定量路地の液立は試験管1本当 り10mlと
し.また比濁には Colemanの光電比色計 (フィ
ルター63001μ)を用いた。ζの実験に用いた培地
組成は第2表IL，結果は第6図A及びBに示した
JiIりでAssayMedium Iζ KCNを加えただけで
は菌の生η-が非常に恕く これに FAを加えても大
した効果はないがζの AssayMedium IL KCN 
、 とともに TJ{i>加えると菌の生育法非常によく な
った。 ・ また ζれに更に ~yridoxal を力11えても大
した効果はないが，TJの代りにAA，FA及び
Pyridoxal を加える とTJIL劣らぬよい結果が得
られた。乙の場合 Pyridoxalを除く と菌の生育が
劣った。一方，TJ Iζ更にFA加をえると Thom-
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1 : Tbompson medium 
I : Thompson mediu田 +AA8∞mg 
第 2表 Difco Medium 1∞ml中の組成
Medium No. 1 2 3 4 5 6 7 
Difco Medium g 7.6 7.6 7.6 7.6 7.6 7.6 7.6 
KCN mg 0.04 0.04 0.04 0.04 0.04 0.04 0.04 
Tomnto Juice ml 60 60 60 
Fumalic Acid mg 100 100 100 100 
Ascorbic Acid mg 200 200 
Pyridoxal mg 0.08 0.08 
Cysteine mg 20 
psonの熔地の場合と同織に幾分標準曲線は低下した。 ζれ等の結果か らDifcoの B12Assay 
Mediurn IζTJを加えるか，またはその代りに AA，FA及び Pyridoxalを加える乙とによって
活性の低下した Medium を改良するζとができた。
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第6図 A 活性化した Difcomedia 
による標準山線 (其の1)
定量菌の活性化
物
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第6図 B 活性化した Difcomedia 
による槙準曲線 〈其の2)
定昼間の活性がおら. high blank となるばかりでなく標準曲線の傾斜が著しく低下する時，
次の処置により菌の活性化を行い良い結果を得た。
まず次の様な肝臓エキスと肝-臓パルプを作った。1∞gの新鮮な牛肝臓を粉砕して 2∞mlの水道
水を}JIえ.1夜氷室lζ放置した後.50-60" Iζ1時間加熱し， 布でi戸過する。 その残置は炉紙上lζ
ひろげて40-50。で乾燥して肝臓ノ勺レプを作り，密絵して氷室巾lζ保存する。話ヨ液は 3-5分間沸
騰させた後伊紙で炉j/Thし. pH7 とし，再び~lIl ft浴して伊過し，肝臓エキスを作り ， 綿栓滅菌フ ラス
コ1:入れて加圧滅菌して保存する。
次Iζ釦3表tζ示す活性化階地を作る。ζれを10-15mlづっ綿栓滅菌試験官に分注し， その各々
に肝臓パルプ1-2片を加えて加圧滅菌する。
第 3表 定畳間の活性化培地 活性のおちた菌体1-2白金線 (または
Tryptose O.5g 
白金耳)を上記の悠地1とうえ.':rlo Iζ18-
G!ucose 2.0g 24時間培養すると肝臓パルプの附近に菌が
肝臓エキス 10m! 密生してくるので乙れを更に第2.第3の
寺:~ 官I水 100m! 培地へと移植をくりかえし，移植後.矯養
5-6時間内で肝臓パルプ附近1と著しく菌
のi目殖をみれば乙れを保存給地または LMI:うえる。
要 旨
!.actobacillllS leichmollllii ATCC 4797 ~用いる Vitamin B12 の定立法に関する検討を行い
次の結果~1!J た。
l.前I古喪1:用いる LitmusMilkや Tryptose Milk 1:は市販の脱脂紛乳にリトマスを加えた
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ものでも充分 Difco製の LitmusMilkの代用となし うるζとを認めた。
2.前熔君主の TryptoseMilkは1-3代目のいづれから接種しでも大差なく，接種菌量の差も40
時間熔養lζ於てはま主が認められなかった。
3. Thompsonの培地を主とし， ζれと米国薬局方の定量地地と比較検討して次の結果を得た。
Thompson !者地には Pyridoxamineを加える方がよい標準曲線が得られる。
i 培地中のCysteineは Cystineにかえて色よL、。
ii Ascorbic Acid は定量菌の生長に極めてよい効果があるが TomatoJuiceはζの代用をす
る。 Fumalic Acidのみではあま り有効でないζ とが認められた。
4.活性の低下した Difcoの BactoBJ2 Assay Medium IL KCNとともに AscorbicAcid， 
Fumalic Acid及び Pyridoxalまたは乙れ等の代りに TomatoJuiceを加える乙とによって
とれを改良し得た。
5.定旦菌の活性が低下した時の活性化の1方法を示した。
Difco B12 Assay Medium 活性化の検討は，2-3の問合せに答えて ζζに報告するが，こ
れに閲する実験は米国，アラパマ大学，Human Nutrition Laboratory Ic::.於て行った。 ζζに記
して謝す。 なお，本研究の一部は昭和31年5月九州大学医学部で行われた第8回日本ビタミン学会
「微生物とビタ ミンlζ関する諸問題」のシンポジウムにおいて発表した。
SUMMARY 
The microbiological method of vitamin B12 determination with Lactobacilltls lach-
1U1f/1fμATCC 4797 was investigated. 
1) Difco litmus milk can be replaced by skim-milk added litmus for the preparation 
of litmus milk or tryptose milk which is used for the inoculum medium for the assay 
of vitamin B12・
2) There was little difference between the standard curves which obtained in using 
any inoculum transfered from one to three times. 
3) Thompson's medium was compared with the medium of U.S.P.. and obtained as 
the following results. 
The addition of pyridoxamine to Thompson's medium is more satiafactory than 
without adding it. 
i Cysteine伺 nbe replaced by cystine. 
ii Tomato juice回 nbe replacec1 by ascorbic acid and fumalic acid， but fumalic 
acid is not effective when it is used aJone for the repJacement of tomato juice. 
4) It was most satisfactory to add ascorbic acid， fumalic acid and pyridoxal to Difco 
B12 assay medium inactivated after keeping for long period. 
5) The method of activation of L.leichm抑11iwhich lost the activity was described. 
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